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摘要 
MicroRNAs（miRNAs）是一类 16-29nt长的分布极其广泛的小的非编码RNAs，
作为 RNA 干扰沉默复合体的一部分，其最主要的作用是特异性靶向结合具有同
源序列的 mRNA 进而负向调控基因的表达，参与调控了几乎所有的信号通路，
对于维持机体正常的生物学功能至关重要。研究表明 miRNA 的异常突变或者异
位表达常常伴随着疾病以及癌症。而作为RNA干扰沉默复合体的核心组分，Dicer
一方面通过切割外源 dsRNA 为 siRNA 介导 RNAi 抵抗外来核酸的影响，还能通
过将内源序列加工成 miRNA 调节内源基因的表达，参与维持生物的正常生长发
育。FoxO3 是非常重要的转录因子，能够通过对下游靶基因的转录调控，参与包
括细胞周期调控、DNA 损伤修复、细胞凋亡、细胞的分化、抗氧化应激、细胞
代谢、干细胞稳态及细胞自噬等生命活动的调节。 
我们首先通过 RNA-seq 发现，在 HCT116 细胞中沉默 FoxO3，Dicer 的转录
水平明显下调。随后在不同细胞系中沉默 FoxO3 都伴随着 Dicer 的表达下调，荧
光素酶报告基因分析以及染色质免疫共沉淀（CHIP）结果表明，FoxO3 直接转录
调控 Dicer，并且在沉默 FoxO3 的乳腺癌细胞中，通过检测 miRNA 表达谱分析
了在沉默 FoxO3 对 miRNA 生物合成的影响，结果表明 FoxO3 沉默后会导致大
部分的 miRNA 表达下调，而在沉默 FoxO3 的细胞中再过表达 Dicer，miRNA 的
表达的降低可以回复到基本水平，而这些 miRNA 的初始 pri-miRNA 水平基本不
受影响，这说明了FoxO3是通过Dicer调控miRNA的成熟过程而不是转录水平。
综上所述，我们发现 FoxO3 失活能够转录下调 Dicer 的表达，进而影响 miRNA
的成熟过程，调控 miRNA 的生物合成。这对于我们理解其参与肿瘤发生、生长
的机制，以及其他相关疾病的治疗提供了重要的理论基础。 
 
 
关键词: FoxO3；Dicer；miRNA； 
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Abstract 
MicroRNAs (miRNA) are a class of endogenous small non-protein coding RNAs 
(16–29 nucleotides long) that interact with target mRNAs in a sequence-specific 
manner as a part of the RNA interference silencing complex (RISC) and, by doing so, 
they can regulate gene expression at a post-transcriptional level. Recent evidence has 
shown that miRNA mutations or mis-expression correlate with various human cancers 
and indicates that miRNAs can function as tumour suppressors and oncogenes. Dicer, 
the highly conserved and specialized eukaryotic RNase, acts on double-stranded RNA 
(dsRNA) substrates from varied origins to produce small interfering RNAs (siRNAs) 
of discrete sizes, which in turn proceed to direct the sequence specificity of gene 
silencing through RNAi. As a very important transcription factor, FoxO3 is involved in 
the regulation of cell cycle regulation, DNA damage repair, apoptosis, cell 
differentiation, anti-oxidative stress, cell metabolism, stem cell homeostasis and cell 
death through transcriptional regulation of downstream target genes. 
Here, we report that FoxO3 directs the basal transcription of Dicer and FoxO3 
depletion results in Dicer down-regulation through a series of analysis. Importantly, 
FoxO3 silencing led to decreased mature miRNA expression, in a Dicer-dependent 
manner. Conclusion: Our results unravel a unique mechanism underlying the potential 
function of FoxO3 through influncing the biogenesis of mature miRNA processed by 
Dicer. Large-scale expression screens will be useful in identifying novel miRNAs that 
are involved in cancer and cancer-related processes such as cell proliferation and 
apoptosis. 
 
 
Key words: FoxO3; Dicer; miRNA; 
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第一章  前言 
1.1微小 RNA 
微小 RNA，最早发现于线虫中，后来发现在大多数真核生物包括人类中都
存在[1-3]，miRNA 被预测大约占人类基因组的 1-5%，调控着至少 30%的蛋白编
码基因[4-8]。目前为止，人类基因组中已发现近千种不同的 miRNA[9-12]。虽然目
前关于 miRNA 调控的靶基因和其生物学功能仍不为人了解，很显然 miRNA 通
过对各种细胞信号通路在基因表达调控中发挥着至关重要的作用[13-19]。 
miRNA 是一类小分子，进化保守的单链非编码 RNA 分子，通过两种不同的
机制结合具有同源序列的 mRNA 分子抑制其基因的表达。作为 RNA 干扰沉默复
合体的一个组分，成熟的 miRNA 是由初始 pri-miRNA 经过两步剪切加工而成。
miRNA 主要作为向导通过碱基配对靶向结合目的 miRNA 而沉默其表达[20]。（如
图 1.1）根据其与靶向的 mRNA 的互补程度决定了其沉默基因的机制。通过剪切
降解靶向信使 RNA 或者抑制其翻译[1, 21]。 
虽然对于 miRNA 的功能我们都有一个普遍的了解，但其生物合成的机制以
及如何沉默靶向信使 RNA 仍然不是很清楚。尽管很多已发现的 miRNA 的功能
未知，对它们表达谱的分析对于了解它们的功能提供了有效的信息。相关的此类
研究已经发现在不同肿瘤细胞中 miRNA 的表达谱也有不同的变化，这说明
miRNA 在肿瘤的发生以及其他疾病中都有相应的作用[22-28]。 
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图 1. 1 miRNA 的生物合成和功能 引自文献[20] 
Figure1.1 Biogenesis and function of miRNA 
 
细胞中有多种内源小分子 RNA，比如转运 RNA（tRNA）， 核糖体 RNA 
（rRNA）， 核内小 RNA （snoRNA）， 小干扰 RNA（siRNA） 和微小 RNA 
（miRNA），其中小干扰 RNA 和微小 RNA 在生化特性以及功能上很难区分。它
们都是长度为 16-29nt 的核酸分子，都有 5′ 端的磷酸基团，3′ 端的羟基末端，
都可以参与形成 RNA 干扰沉默复合体参与靶向沉默基因的表达[29-31]，因此主要
从这些分子的来源对它们进行区分。miRNA 来源于 60-70nt 的 RNA 发夹前体的
双链区而小干扰 RNA 来源于长双链 RNA（dsRNA）[21, 29, 31]，最早的时候，不考
虑其来源，把所有通过 RNA 干扰沉默复合体介导转录后调控的小分子 RNA 都
称为小干扰 RNA，现在都会对其进行明确的区分。miRNA 的前体一般成簇分布
在基因组不同的区域，经常分布在基因间和蛋白编码基因的内含子区域。最早这
些区域由于功能尚不清楚被认为是“基因垃圾”，自从在庞大的基因组中发现
miRNA，我们开始了解到这些“基因垃圾”并非是早前认为的一无是处，miRNA
的前体很少在转录本的外显子区被发现[32, 33]。 
miRNA 的转录单位和调控的功能根据基因位点的不同而有所区别。基因内
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的 miRNA 包含在一个宿主基因中，和初始转录产物以相同的启动子沿着相同的
方向起始转录[33, 34]。而基因间 miRNA 被认为有自己独有的启动子起始转录[32]。 
基因间 miRNA 转录单位也是刚刚发现不久，最近的基因组数据分析表明初始
miRNA 前体是一些长的多顺反子转录本，这些转录本和信使 RNA 很相似，它们
有明确的 5′“帽子”和 3′ 端“尾巴”结构[12, 24, 35]。 
Lee 在 04 年的研究发现基因间 miRNA 和蛋白编码基因内的 miRNA 说明大
部分的 miRNA 是由 RNA 聚合酶Ⅱ（pol II）转录合成的[36]。RNA 聚合酶Ⅱ是转
录蛋白复合物中的核心催化组分[37-39]。 miRNA也能够由RNA聚合酶Ⅲ（pol III）
转录合成，RNA 聚合酶Ⅲ可以特异性合成参与细胞周期和细胞生长调节的小非
编码 RNA[40-46]。 
Borchert 等研究推断，RNA 聚合酶Ⅲ对 miRNA 的转录或许比我们认为的更
为普遍，至少有 50 个额外的人类 miRNA 位点存在于和 RNA 聚合酶Ⅲ转录产物
相关的重复元件[47]。 Gu 研究确定了 68 个新的 miRNA，通过短散在元件 Alu 依
赖的 RNA 聚合酶Ⅲ进行转录合成[48]。 RNA 聚合酶Ⅱ和Ⅲ参与的 miRNA 的合
成揭示了 miRNA 是一个来自于人类基因组中不同位点的基本调控元件，并且参
与调控维持细胞正常功能的基因的表达。 
 
1.1.2 微小 RNA 的生物合成 
人类的 miRNA 生物合成由两个过程构成[49]。（图 1.2）：合成 pre-miRNA 前
体产物和将前体加工为成熟的 miRNA，分别在细胞核内和胞浆内由两种核酸内
切酶 Drosha 和 Dicer 催化切割完成[75-81]。 
首先 RNA 聚合酶转录形成初始 miRNA（pri-miRNA），由 Drosha 和辅因子
DGCR8组成微处理器复合体将初始miRNA加工成为前体miRNA（pre-miRNA），
接着 pre-miRNA 经 Ran-GTP 依赖性核浆转运子、转运蛋白 Exporting-5 转运到
细胞质中并释放，由另一种 RNase—Dicer 酶把 pre-miRNA 剪切为小的双链 RNA
（dsRNA），双链中的一条为成熟的 microRNA，另一条则为它的互补链--miRNA：
miRNA* 双链，这种双链很快被引导进入(miRISC)复合体中，其中含有 Argonaute
蛋白，并且成熟的单链 miRNA 保留在这一复合物中，最终释放 [44]。成熟的
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